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【要旨】 
 線虫 Caenorhabditis elegansの生殖巣は上皮細胞でできたＵ字型のチューブである。これ
は 1齢幼虫期に小さな生殖巣原基が腹部中央に作られ、その先端のリーダー細胞であるDTC 
(distal tip cell)が成虫になるまでの間にＵ字型に移動することにより形成される。本研究で
は、Ethylmethanesulfonate を用いて突然変異を誘発し、DTC が正常位置で停止せずに行き
過ぎる移動異常(DTC overshoot)を示す変異体 tk102 及び tk107 を得た。これらの変異体で
は約 70%の個体で DTC overshootが見られ、この表現型は後方の生殖巣 DTCでより顕著で
あった。DTC overshoot の原因を検討するため、体長や DTC の移動速度を計測した。体長
を計測したところ野生型株と tk102、tk107 両変異体株間で有意な差はなかった。また DTC
の移動速度に関しても tk102及び tk107では 2回目の方向転換までの移動速度は野生型と差
がなかった。しかしながら、DTCの 2回目の方向転換の後、すなわち第 3フェーズでの DTC
移動速度の減少の割合が野生型に比べて小さかった。以上のことから、これらの変異体では
第 3 フェーズにおいて DTC の減速が緩やかであり、正常な位置で停止出来ないことが分か
った。 
遺伝的マッピングによって、tk102及び tk107の変異の原因遺伝子は III番染色体に存在す
ることが分かった。さらに tk102および tk107はそれぞれ III番染色上の 853kb、328kbの領
域に限定することができた。次世代シーケンサーによる全ゲノム解析を行ったところ、これ
らの領域内に tk102では 3箇所、tk107では 2箇所の変異が同定された。これら候補遺伝子
のうち tk102と tk107に共通するものは F42H10.5 のみであり、RNAiを行ったところ、DTC 
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overshoot 表現型が見られた。野生型 F42H10.5 を含むフォスミドクローンの導入により、
tk102、tk107両変異体で DTC overshootが回復したので、F42H10.5が原因遺伝子であると
結論し、本遺伝子をmig-39 (mig: migration of cells abnormal)と命名した。MIG-39タンパク
質は哺乳類の ZBED4 と相同性があることがわかった。ZBED4 と同じファミリーに属する
hDREFは DNAの複製や細胞増殖・分化を制御する核タンパク質である。MIG-39の特異抗
体を作製し、免疫染色を行ったところ、DTCの核内で局在していることが分かった。 
 Rac GTPaseをコードする ced-10と rac-2変異体はmig-39変異体の頭側DTC overshoot
異常を増強し尾側は抑制した。また mig-2 変異体は mig-39 変異体の頭・尾側両方の異常を
抑制した。遺伝学的解析から Rac GTPaseは MIG-39とは並列な経路で働くことが示唆され
た。私は DTC の停止制御において頭側と尾側の DTC が Rac 活性のレベルに対して逆の応
答を行うとのモデルを提唱する。 
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【序論】 
多細胞生物の体は多くの細胞から形成されており、それぞれの細胞が様々な機能を持っ
ている。それらの細胞は 1つの受精卵を起源としており、初期胚において速やかに細胞分裂
を行い、多くの細胞が形成される。それらはやがて特定の形態と機能を持った細胞に分化し、
様々な組織や器官を形成する。そのなかでも多細胞生物の器官形成において細胞がダイナミ
ックかつ、正確に移動することは欠かせない現象である。特にチューブ状上皮の伸長と分枝
による形態形成は、発生過程で器官原基の上皮細胞がその表面積を増大し、器官を形成する
プロセスであり、無脊椎、脊椎動物を問わず、動物の発生過程で広く見られる現象である。
例えば、肺の形成においては繊維芽細胞成長因子(FGF)が上皮チューブの伸長と分枝を促進
する(Min et al., 1998)。ネトリンは FGFを抑制することで伸長しているチューブの根元で新
しい突起が形成されるのを防ぐ(Liu et al., 2004)。細胞外マトリックス(ECM)を構成するタン
パク質であるヘパラン硫酸プロテオグリカンは、肝臓の器官形成において FGF シグナルを
仲介する(Steer et al., 2004)。肝臓形成時には ECMタンパク質であるラミニンは、細胞表面
のインテグリン受容体を介して分枝に働くことが知られている(Kreidberg et al., 1996; Miner 
and Li, 2000)。哺乳類の分枝形態形成には、Rac, Rho キナーゼとミオシン軽鎖キナーゼの活
性がアクトミオシンネットワークの調節に必要である(Ewald et al., 2008)。また転写因子で
ある Sox9も上皮チューブで形成される肺の形態形成に必要である(Rockich et al., 2013)。 
上皮チューブの移動過程には先端に存在する単一もしくは一群の先端細胞が、移動の方向
や距離を制御しており、分枝や伸長の機構については上記で述べたような多くの研究がなさ
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れてきた(Lu and Werb, 2008)。本研究では細胞移動の停止メカニズムを明らかにするため
に、線虫 Caenorhabditis elegans (C. elegans)を用いた。C. elegansは体長約 1 mmの線形
動物門、線虫類に属する自活性土壌線虫の一種である。1998 年に多細胞生物としては初め
て全ゲノムの解読が完了しており(Consortium, 1998)、世代時間が 3～4日と短いこと、雌雄
同体、雄、2つの性が存在するため遺伝的交配が可能なこと、雌雄同体は約 300個の卵を産
み増殖が速いこと、研究室内での飼育が容易なことなどから世界中の多くの研究機関で使用
されているモデル生物である(図 1)。また、線虫 C. elegansは受精卵から成長にいたるまで
の全細胞系譜や、発生過程における細胞移動もすべて明らかにされている(Sulston, 1983)。
この細胞移動のメカニズムを探る上で、線虫の生殖巣の遠端に位置する遠端細胞 (Distal Tip 
Cell; DTC) (Kimble and Hirsh, 1979)の移動は、優れたモデル系である。 
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図 1．線虫 Caenorhabditis elegans (C. elegans) 
Aは雌雄同体の成虫、Bは雄の成虫。写真の左側が頭部で右側が尾部。体長は約 1 mm（目盛り:20 
μm）(Sulston and Horvitz, 1977) 
 
図 2．線虫の幼虫期における生殖巣の発生 
DTC の移動は 3 つのフェーズに分けられる。第 1 フェーズ: 生殖巣原基先端のリーダー細胞であ
る 2 つの DTCが、それぞれ腹側体壁筋にそって前後軸方向に移動する(L1～L3 期)。第 2 フェーズ: 
90°向きを変えて、体側下皮に沿って背側体壁筋まで移動する(L3 期)。第 3 フェーズ: 再び 90°向き
を変え、背側体壁筋上を両 DTCが体の中心に向かって移動する(L4期)。 
 7 
C. elegansの雌雄同体は前後一対の生殖巣をもつ。生殖巣は基底膜に包まれた、チューブ
状上皮の構造をしている。この U字型の生殖巣は、幼虫期に腹側の中心部に存在する生殖巣
原基両端のリーダー細胞である 2つの DTCが、体壁にそって U字型の移動をすることによ
って形成される(Schedl, 1991)。DTCの移動は次の 3つのステージに分けられる。第 1フェ
ーズでは、体の中心部腹側にある生殖巣原基が、両端にある DTC の先導によって腹側体壁
筋上をそれぞれ前後軸方向に伸長する。第 2フェーズでは 90°向きを変え、体側下皮に沿っ
て背側体壁筋まで伸長する。第 3フェーズでは再び 90°向きを変え、背側体壁筋上を両 DTC
は前後軸方向に向かい合うように移動し、陰門上部付近で停止することで、正常な大きさの
U 字型生殖巣を形成する(図 2)。生殖巣形成において DTC の正常な移動は生殖巣管の伸長
とカップルしており、正しい生殖巣形成には DTC の正確な移動が必要である。遺伝学的解
析から、DTCの移動を制御する種々の分子が明らかにされた。線虫で初めて発見された分泌
型のタンパク質、UNC-6/Netrin は、背腹方向へのガイド分子である。UNC-6 の濃度勾配に
依存して、DTCの表面に存在する UNC-6の受容体である UNC-5 と UNC-40が DTCの移動
方向を調節している(Hedgecock et al., 1987)。この機構は、神経軸索ガイダンスにおいても
線虫から脊椎動物に至るまで進化的によく保存されている(Hedgecock et al., 1990)。当研究
室でクローニングされた mig-17 は ADAMTS (A Disintegrin And Metalloprotease with 
Thrombospondin motifs)ファミリーに属する Znメタロプロテアーゼ、MIG-17をコードする
(Nishiwaki et al., 2000)。MIG-17は DTC表面で基底膜の分解・再編に機能し、DTCの方向
性を持った移動、生殖巣の伸長を調節していると考えられている。これと同様に、ADAMTS
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ファミリーに属するGON-1は体壁筋細胞とDTCの両方から発現して、生殖巣の拡張とDTC
の移動を促進する(Blelloch and Kimble, 1999)。また ECM蛋白質 IV型コラーゲンや fibulin-
1は DTCの移動に関わっており(Kawano et al., 2009; Kubota et al., 2004)、インテグリンは
ECM と細胞骨格の制御を介して DTC 移動を調節すると考えられている(Meighan and 
Schwarzbauer, 2007)。さらに Rho ファミリーGTPase も DTC の移動を制御していること
がよく知られている(Lundquist et al., 2001)。器官形成において先端細胞の移動により上皮
チューブが伸長し、正しい位置・時期に停止する機構は器官が正しいサイズと機能になるた
めに必須の機構である。現在までに上皮チューブの伸長や分枝機構は研究されてきたが、停
止機構についてはその多くが未解明のままである。本研究では線虫雌雄同体の DTC の停止
が正常に行われず、結果的に生殖巣先端の DTC が体の中央で停止せずに行き過ぎてしまう
新規変異体を変異原処理により単離し、その原因遺伝子を解析することによって、多細胞生
物の器官形成におけるチューブ状の上皮細胞による形態形成メカニズムについて、その一端
を明らかにすることを目的とした。       
停止のメカニズムを明らかにするために変異原処理によって DTCが正常に停止できない
変異体である mig-39変異体を単離した。mig-39は BED (BEAF and DREF; boundary 
element–associated factor and DNA replication–related element binding factor, 
respectively)-finger ドメインを持つ蛋白質をコードしていた。BED-fingerは進化的に保存
された DNA結合能を持つ Zinc-finger ドメインである(Aravind, 2000)。mig-39変異体の表
現型解析により、MIG-39は DTCを正常な時期・位置に停止させるために移動を減速させ
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るのに必要なタンパク質であることが分かった。また MIG-39は DTCの核内と生殖細胞の
細胞質で発現していた。遺伝的解析により MIG-39は Rac GTPaseとは並列の経路で DTC
の停止を制御していると考えられる。 
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【材料と方法】 
1) Caenorhabditis elegans 
 Caenorhabditis elegans (C. elegans) は線形動物門、線虫類に属する自活性土壌線虫の一
種である。体長は約 1 mm であり、通常は雌雄同体が自家受精することによって増殖し、世
代時間は 20℃で 3.5 日、25℃で 3 日ほどである。ふ化後 4 回の脱皮を行い、L1、L2、L3、
L4の各幼虫期を経て成虫となる。染色体構成は雌雄同体で 5AA+XX (A: 常染色体、X: 性染
色体)、およそ 500 匹に 1 匹の割合で減数分裂時の性染色体の不分離で現れる雄は 5AA+X0
である。C. elegansは実験室で容易に培養でき、世代時間が短く多数の個体を扱えることか
ら、遺伝学を用いた研究に適した実験動物である(Brenner, 1974)。 
 
2) 線虫の培養に用いた培地 
 培養方法は Brenner の手法に準じた(Brenner, 1974)。脱イオン水 1.95 L に NaCl 6 g、
Bacto-pepton 5～15 g、Bacto-Agar 34 gを加え、オートクレーブを行った。ここに 5 mg/mL
コレステロール (エタノール溶液) 2 mL、1 M CaCl2 1 mL、1 M MgSO4 2 mL、1 M Potassium 
phosphate buffer (K-buffer；KH2PO4 (リン酸二水素カリウム) 108.3 gとK2HPO4 (リン酸水
素二カリウム) 35.6 g を混ぜ、蒸留水で 1 Lにメスアップし、オートクレーブしたもの) 50 
mLを加えて寒天培地を作製した。これを 9 cm または 6 cmのシャーレに分注した。室温で
固めた寒天培地上に飼料として大腸 OP50 株を接種し、室温で 2～4 日培養したものを線虫
の培養に使用した。 
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線虫はこの培地で、20℃、もしくは 25℃で培養した。線虫の植え継ぎは滅菌したつまよ
うじを用いて、線虫のいる寒天培地から少量を切り取り新しい培地に移すことにより行った。
少数の線虫を扱う場合は、アルコールランプ等の火であぶり滅菌した白金線の先に少量の大
腸菌をつけ、ここに線虫を付着させて新しい培地に移し変えた。 
  
3) 用いた線虫株 
 本実験では以下に示す線虫株を用いた。 
N2 (wild type), unc-73 (e936), mig-2 (mu28), ced-10(n1993), rac-2 (ok326), mig-39 (tk102, 
tk107) (本実験により単離した変異体株), dpy-18 (e326) unc-69 (e246) III, sDf110 dpy-18 
(e364)/eT1 III; unc-46 (e177)/eT1 V, nDf16/qC1 dpy-19 (e1259) glp-1 (q339) III, nDf20/sma-
2 (e502) unc-32 (e189) III,nDf40 dpy-18 (e364)III; ctDp6 (III),tkIs11 [mig-24p::venus, unc-119 
(+)]X (mig-24p::venusと unc-119 (+) プラスミドを 30 ng/μl ずつと、pBSII KS (-) プラスミ
ドを 140 ng/μl で unc-119 (e2498)にマイクロインジェクションして得られた Ex[mig-
24p::venus, unc-119 (+)]を染色体外アレイとして持つトランスジェニック株を、γ線照射す
ることによってアレイを X 染色体にインテグレートさせた株), evIs82a[unc-129::gfp], unc-
84::gfp 
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4) 線虫の観察 
培養用寒天上の線虫は Nikon 社の双眼実態顕微鏡 SMZ1500 を用い、1×0.75～11.25 倍で観
察した。線虫の細部を観察、撮影をする際は、ZEISS社の Axioplan 2 imaging (接眼レンズ
は 10倍、対物レンズは 10倍～100倍)を用いた。スライドグラス上に 60℃の 5% Agarを一
滴のせ、このスライドグラスの両側にビニールテープを 1枚重ねて貼ったスライドグラスを
平行に置いた。すなわち両側のスライドグラスがビニールテープ 1枚分の厚さだけ高くなっ
ている。Agar の上に直行する形に別のスライドグラスを置き、Agar が固まるのを待ってか
ら中央下のスライドガラスを引き抜いた。スライドグラス上に円形の Agarフィルムができ、
そこに 0.25 mMのレバミゾールを 10 μL 乗せる。ここに線虫を置くと、線虫は神経が麻痺
し動かなくなる。この上からカバーグラスを静かに乗せた。このプレパラートを顕微鏡等で
観察、撮影した。 
 
5) 変異原処理 
 本研究では変異原としてエチルメタンスルホン酸 (Ethylmethanesulfonate; EMS)を用い
た(Brenner, 1974)。EMS とはアルキル化剤の一種であり、グアニンのプリン環の 6 番目の
炭素と二重結合を形成している酸素原子をエチル化することで、シトシンとの塩基対形成を
阻害し、チミンと塩基対を形成させる。その結果、GC から AT への点変異を誘発する変異
誘発剤である。まず先ほど述べた 9 cm シャーレ寒天培地上で、DTC で特異的に発現する
mig-24 プロモーター下で蛍光タンパクである Venus を発現する導入遺伝子である
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tkIs11[mig-24p::venus]を染色体内に持つ線虫を培養し、L4 幼虫が多いプレート上の線虫を
M9緩衝液で懸濁し、15 ml容遠心管に集めた。3,000 rpm で 2分間遠心し上清を除去するこ
とで餌の大腸菌を除いた。この操作を 2回行った後、4 mlの M9緩衝液に懸濁して、200 ml
の三角フラスコに移した。ここに EMS 原液 0.02 ml を加え(終濃度 50 mM)、撹拌したのち
20℃のインキュベーターで 4 時間静置した。処理後 10 ml の M9 緩衝液(Na2HPO4 を 6 g, 
KH2PO4を 3 g及び NaClを 5 g混合し、蒸留水で 999 mL までメスアップした後オートクレ
ーブし、1 M MgSO4を 1 mL 加えたもの) で 5回洗浄し、大腸菌を塗布した 9 cmシャーレ
寒天培地に線虫を移した。這い出てきた線虫を、大腸菌を塗布した 6 cm シャーレ寒天培地
一枚につき 10 匹、計 20 枚の 6 cm シャーレ寒天培地に移し培養した。EMS 処理した親虫
から生まれてきた虫（F2から F3世代）を、蛍光実体顕微鏡を用いて、DTCが野生型より行
き過ぎているものを 6 cm シャーレ寒天培地に単離し、その子孫で同様の表現型が出る個体
を選別した。その後野生株と 4回バッククロスし、変異の原因遺伝子領域以外を野生株と置
換した。 
 
6) 変異の優劣の判定 
 得られた変異体の雌雄同体と DTC で特異的に発現する tkIs11[mig-24p::venus] の雄とを
交配することで、変異の原因遺伝子と tkIs11をヘテロで持ち、DTC で Venus を発現してい
る次世代の表現型を観察した。 
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7) 新規変異体の表現型観察 
 1. DTCの行き過ぎ (overshoot)の度合い 
 成虫期 (Young adult)期において計測した。DTC overshoot度合いを定量的に調べるため、
腹側に規則的に存在している DA, DB 運動神経の細胞体で GFP を発現する evIs82a [unc-
129::gfp] (Lim and Wadsworth, 2002)及び DTC で特異的に Venus を発現する tkIs11[mig-
24p::venus] を共発現させた線虫株を作製し、DTCと DA, DB運動神経の細胞体との位置を
蛍光およびノマルスキー微分干渉顕微鏡を用いて観察した。本実験では頭側の DTCが DA5
と DB6 の中間を越えた時と、尾側の DTC が DA4 を超えた場合を overshoot としてスコア
した。また、DA, DB 運動神経の細胞体の配置が異常になる unc-73 (e936)を持つ株では、陰
門から DTC までの距離を計測し、反対側の生殖巣 (頭側 DTC の場合は尾側生殖巣、尾側
DTC の場合は頭側生殖巣)の陰門からループ領域までの何割に当たるかを算出した。生殖巣
の 3割に当たる地点を越えた時に異常とした。 
 
 2. 第 1及び第 2フェーズにおける DTCの移動速度の計測 
 2 回の DTC 方向転換時の陰門前駆細胞数を指標として調べた。陰門前駆細胞 (VPC;  
Vulva Precursor Cell) は分裂を繰り返すことで将来陰門を形成する細胞で、その分裂のタイ
ミングは発生過程で時間的に制御されており、野生型では DTCの 1回目のターンは VPCが
4個、2回目のターン時は 4個または 8個の時に起こる。野生型及び変異体株の第 1ターン
及び第 2 ターン時の VPC の数をノマルスキー微分干渉顕微鏡で観察することにより、ター
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ンのタイミングを調べた 
 
 3. 第 3フェーズにおける DTC移動速度の計測 
 evIs82a[ unc-129::gfp] 及び tkIs11[mig-24p::venus] を共発現させた野生型及び tk102、 
tk107 変異体を用いた。DTC が第 2 ターン直後の個体を 6cm 寒天培地に単離し、蛍光実体
顕微鏡を用いて継時的に 25時間まで DTC と DA,DB運動神経の細胞体との位置関係を記録
した。 
 
 4. 体長の計測 
 ノマルスキー微分干渉顕微鏡で接眼レンズは 10 倍、対物レンズは 40 倍の条件で撮影し
た。対物ミクロメーターと線虫の写真から頭側と尾側の体長を計測した。 
 
5. 生殖細胞数の計測 
 poly-L-lysine でコートされたスライドガラス (S7441; MATSUNAMI)上に Dako Pen 
(Dako)で枠を作り、M9を滴下して注射針(Terumo 23G×11/4)を用いて線虫を解剖し、生殖巣
を取り出した。終濃度が 1 µg/mlとなるように調整した DAPIを滴下しカバーガラスを静か
にかぶせ共焦点レーザー顕微鏡で撮影した。 
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8) 線虫のゲノム採取 
 M9溶液で線虫をエッペンチューブに集めよく洗浄し、NTE溶液(100 mM NaCl、50 mM 
2-Amino-2-hydroxymethyl-1,3-propanediol、20 mM EDTA)に置換した後、溶液を除いた。10
分間 -80℃で凍結後、線虫溶解液(上記 NTEを 850 μL、10 mg/mL  Proteinase K を 50 μL
及び 10% SDSを 100 μL 混合したもの)を 750 μL加えて 65℃で数 10分おきに軽く転倒混
和させながら 1時間インキュベートした線虫が溶けた溶液に、等量の TE緩衝液(10 mM Tris-
HCl、1 mM EDTA)飽和フェノール溶液を加え軽く攪拌し、15,000 rpm、4℃で 5分間遠心し
た。上清を新しいエッペンチューブに移し、等量の TE緩衝液飽和フェノール―クロロホル
ム溶液を加え軽く攪拌し、15,000 rpm、4℃で 5分間遠心した。上清を新しいエッペンチュ
ーブに移し、等量の TE 緩衝液飽和クロロホルム溶液を加え軽く攪拌し、15,000 rpm、4℃
で 5分間遠心した。上清を新しいエッペンチューブに移し、100% EtOHを 1,000 μL加えて
よく攪拌し 15,000 rpm、4℃で 15分間遠心した。上清を除き、70% EtOHを 1,500 μL加え
15,000 rpm、4℃で 5分間遠心し、ペレットを乾燥させ、500 μLの TE緩衝液に溶解させた。
5 mg/mL RNase Aを 10 μL加え 37℃で 30分インキュベートし、ここに等量の TE緩衝液飽
和フェノール―クロロホルム溶液を加え軽く攪拌し、15,000 rpm、4℃で 5分間遠心した。
上清を新しいエッペンチューブに移し、3 M 酢酸ナトリウム水溶液 (pH 5.2)を 50 μl、100% 
EtOHを 1,000 μL加えてよく攪拌し 15,000 rpm、4℃で 15分間遠心した。上清を除き、70% 
EtOHを 1,500 μL加え 15,000 rpm、4℃で 5分間遠心した。ペレットを乾燥させ、100 μLの
TE緩衝液に溶解させた。 
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9) 遺伝的マッピング 
 1. STS (Sequence-Tagged Site) マッピング 
 方法はWilliamsの手法に準じた(Williams et al., 1992)。染色体中に多数のトランスポゾ
ン Tc1の挿入をもつ線虫株である RW7000株を調べたい線虫株と掛け合わせ、変異の原因
遺伝子をヘテロで持つ子孫を 6 cm寒天培地に単離した。次世代で変異の表現型を示す個
体（遺伝的組み換え体が含まれる）におけるトランスポゾンの分離パターンを解析した。
トランスポゾン Tc1と隣接するゲノム領域に特異的なプライマー (表 1)を用いて PCRを
行い、7.5%ポリアクリルアミドゲル (フナコシ)を用いて 120 V、40 mAで 1.5時間電気泳
動を行い、ゲノムへの Tc1挿入の有無を解析した。トランスポゾンの分離パターンを調
べ、それによって変異体の原因遺伝子の位置を予測した。電気泳動槽は ATTO社製 ラピダ
ス・ミニスラブ電気泳動槽を用いた。 
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表 1. STS マッピング用プライマーセット
 
Tc1 プライマーはすべての STS マッピングで共通。まずどの染色体に変異があるかを検定するため
に、共通のプライマーである Tc1と各染色体の中央付近に存在する hP4 (LG I), maP1 (LG II), mgP21 
(LG III), sP4 (LG IV)及び bP1 (LG V)を混合したプライマーセットを用いて PCR増幅した。掛け合わ
せにもちいた RW7000株由来の染色体でのみ増幅が見られ、野生株由来の変異が存在する染色体で
は増幅が見られない。次に調べたい染色体について、変異が存在する領域を限定するために RW7000
染色体に存在する複数の Tc1挿入部位を増幅できるプライマーセットを用いて同様に解析を行った。 
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2. SNP (Single Nucleotide Polymorphism) マッピング 
 方法はWicks に準じた(Wicks et al., 2001)。染色体中に多数の 1塩基多型 (SNP)をもつ線
虫株である CB4856株を、調べたい変異株と掛け合わせ、変異の原因遺伝子をヘテロで持つ
子孫を 6 cm寒天培地に単離した。 次世代で変異の表現型を示す個体（遺伝的組み換え体が
含まれる）を単離した。SNP を領域内に 1つ持つように特異的なプライマーを用いて PCR
を行い、増幅した PCR 産物が SNP サイトに特異的な制限酵素で切断されるか否かによっ
て CB4856 株と組み換わっているかを判別した。例えば III 番染色体にあるセグメント
Y76A2B の SNP 領域を表 2 に示すプライマーセットで増幅し、Mnl I で処理すると Bristol
株（変異体を分離した株）由来の SNPを持つ時にのみ切断が起こる。SNPマッピングの原
理を図 3 に示した。本実験では STS マッピングで染色体を決定する際に、III 番か IV 番染
色体かを決定することが出来なかったため表 2 に示すように両染色体について SNP を検出
できるプライマーセットを用いて解析を行った。2%のアガロースゲル 135 V で 30 分アガ
ロースゲル電気泳動を行うことにより SNP の有無を調べ、それによって変異体の原因遺伝
子の位置を予測した。電気泳動槽は ADVANCE社製 Mupid-2 Plusを用いた。 
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図 3．SNP (Single Nucleotide Polymorphism) マッピングの原理 
染色体中に多数の 1塩基多型 (SNP)をもつ線虫株である CB4856株を、調べたい Bristol株由来の変
異株 (m/m)と交配する。得られたヘテロ個体 F1 (m/+)から、自家受精により変異表現型を持つ F2 
(m/m)を単離する。これらの F2の中には図に示すように組み換え体が含まれる。変異遺伝子の付近に
1～10までの SNPがあり、組み換え体①では CB4856の 1～3の SNPが検出され、組み換え体②は
CB4856の 8～10の SNPが検出されたとすると、変異の原因遺伝子は SNP3から SNP8の間に存在
することが分かる。 
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表 2. SNPマッピング用プライマーセット及び使用した制限酵素 
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3. deficiency strain を用いたマッピング 
 III番染色体にある変異の deficiency mappingでは、nDf17/qC1 dpy-19 (e1259) glp-1 (q339)
という線虫株を用いた。この株は III番染色体に大きく欠損した部位 (nDf17; -1.50 mu~2.11 
mu) (mu: マップユニット)を持つ染色体をバランサー染色体 qC1 dpy-19 (e1259) glp-1 
(q339)とヘテロの状態で持つ線虫株である。 
 組み換えが起こらないようにしたバランサー染色体である hT2[qIs48[myo-2::gfp]を持っ
た線虫株の雄と DTCで特異的に発現する tkIs11[mig-24p::venu]を持つmig-39変異体とを交
雑させた。myo-2::gfp は咽頭で GFP を発現するレポーター遺伝子で咽頭の蛍光でバランサ
ーの有無を判別することが出来る。次世代(F1)で咽頭と DTC でレポーター遺伝子が発現し
ている雄を nDf17/qC1 dpy-19 (e1259) glp-1 (q339)と交雑した。さらに次世代(F2)で咽頭の
蛍光を持たず、DTCのみで蛍光を発する雌雄同体を単離すると mig-39変異体の原因遺伝子
をヘテロで持つことになる。その個体が overshoot の表現型を示すかを確認し、その線虫の
次世代(F3)で dpy-19 (e1259) glp-1 (q339)ホモ接合体の表現型、すなわち体が小さく(Dpy)、
かつ産卵異常(Glp)の表現型が見られなければ、F2は調べたい mig-39変異と nDf17/qC1 dpy-
19 (e1259) glp-1 (q339)由来の nDf17をヘテロで持っていたことになる。このヘテロ接合体
(F2)が overshootの表現型を示していれば、遺伝子の欠損部位を持つ nDf17 の領域内にmig-
39変異の原因遺伝子が存在していたことになる。 
 
 
 23 
4. 次世代シーケンサーを用いた網羅的解析 
 変異体から抽出したゲノムを用いて次世代シーケンサーを用いた解析を行った。本実験で
は北海道システムサイエンス株式会社にサンプルを送付し、Illumina社の Genome Analyzer 
IIを用いた解析及び、解析データのアライメント処理を外注した。シーケンスは 1サンプル
につき 2 ライン、合計で 860 Mb×2 = 1720 Mbをシーケンス解析した。 線虫 C. elegansの
ゲノムサイズは 100 Mbなので、約 17倍量のシーケンス解析を行ったことになる。 次にマ
ッ ピ ン グ に よ っ て 絞 り 込 ん だ 領 域 に お い て 、 線 虫 の デ ー タ ベ ー ス 
(http://www.wormbase.org/) 上 の 野 生 型 配 列 と 、 解 析 デ ー タ を MapView 
(http://seqanswers.com/forums/showthread.php?t=1024)で比較することで候補を選別し、さ
らに本研究室で用いている野生株と、データベース上での野生株との差異を除外することで
変異の候補遺伝子を選別した。 
 
10) 相補性テスト 
tk102 及び tk107変異体間で相補性テストを行った。tk107の雌雄同体に tk102; tkIs11[mig-
24p::venus]  の雄を掛け合わせ、DTCで Venusを発現している次世代の表現型を蛍光実体
顕微鏡下で観察した。 
 
11) RNA干渉 
 方法は Fraser の方法に従った(Fraser et al., 2000)。また本実験では Source BioScience 
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LifeSciences社の線虫 C. elegans RNAiライブラリを用いた(Fraser et al., 2000)。ライブラ
リに存在していなかった cacn-1は cDNAの全長を含む RNAiクローンを用いた(Tannoury et 
al., 2010) 。 ま た mig-2 の RNAi ク ロ ー ン は 、 野 生 株 の ゲ ノ ム か ら 5’-
GGAAGATCTGCAGATCAAATGTGTAGTTG-3’ 及 び 5’-
CGGGGTACCTGTTGCACACATTGAACCTCT-3’のプライマーセットを用いて第 1および第
2エキソンを含むように増幅し、Kpn I及び Bgl Iを用いて RNAiベクターである L4440に導
入した(Grishok et al., 2005)(図 4)。プラスミド内に標的遺伝子を持つ大腸菌をアンピシリン 
(終濃度 0.1 mg/ml)入りの LB培地(Tryptone-pepton を 10 g, Yeast-Extractを 5 g, NaCl 5 g
を蒸留水 1 L に溶解し、水酸化ナトリウム水溶液を用いて pH 7.0 に合わせ、オートクレー
ブ)で 37℃、5時間培養 した。isopropyl 1-thio-β-D-galactoside (IPTG) (終濃度 1 mM)とアン
ピシリン (終濃度 50 μg/ml)を添加した 2% 寒天 LB 培地に培養した大腸菌液を塗布し、室
温で一晩培養することにより、T7プロモーターで挟まれた標的遺伝子の二本鎖 RNAを転写
させた。この培地に線虫を移し、産卵・孵化させた。孵化した線虫では、標的遺伝子の二本
鎖 RNA を発現している大腸菌を体内に取り込むことで RNA 干渉が起きる。これらの線虫
をノマルスキー微分干渉顕微鏡下で観察した。 
 
12) コンストラクトの作製 
RNeasy Plus Micro Kit (Promega)を用いて、野生株から RNAを抽出し、プライマーセット 
(5’-ATGAGCAGCGTAAGCAGTGATATTGATGG-3’ 及 び  5’-
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CTAATTAAAAAGTTTCGAAACAATCTGACG-3’)を用いて逆転写反応を行い、mig-39 cDNA
を作製した。作製した cDNA は pGEM-T Easy Vector (Promega, 図 5)に TA クローニング
を 行 っ た 。 こ の プ ラ ス ミ ド を 用 い て プ ラ イ マ ー セ ッ ト (5’-
ATAAGAATGCGGCCGCGATGAGCAGCG-3’ 及 び  5’-
GGGGTACCGCGTAATTAAAAAGTTTCG-3’)で増幅を行い、Not Iと Kpn I で切断し、lag-2p 
(−7388b から +3b) plasmid (Tamai and Nishiwaki, 2007)のマルチクローニングサイトにク
ローニングし、 lag-2p::mig-39 cDNA を作製した。またプライマーセット (5’- 
CCGCGGGAATTCGATCTAATTAAAAGTT -3’ 及 び  5’- 
CACCATGAGCAGCGTAAGCAGTGATAT -3’)を用いて mig-39 cDNA を増幅し、pENTRTM 
Vector by Directional TOPO® Cloning Kit (Invitrogen)にライゲーションすることでエントリ
ーベクターを作製し、Gateway Cloning Kit (Invitrogen)を用いて pie-1プロモーターを持った
MTC1G (杉本亜砂子教授より提供)に挿入した。AscIで制限酵素処理し、セルフライゲーシ
ョンすることで、gfpフラグメントを除いたpie-1p::mig-39 cDNA::pie-1 3’-UTRを作製した。 
 
13) マイクロインジェクション法 
 マイクロインジェクション用の針は GLASS CAPILLARIES (HARVARP APPAATUS) 
1.2OD×0.69×150Lmmを SUTTER INSTRUMENTO CO.のエレクトロードプラーMODEL P-
2000 を用いて、プログラム設定 (HEAT = 360, FIL = 10, VEL = 19, DEL = 100, PULL = 100)
で作製した。顕微鏡は Axiovert 200M (ZEISS)、マイクロマニュピレーターは Leica 社 
 26 
(Leica Micromanipulator)を用いた。インジェクションホストには野生株 N2 及び mig-
39(tk107)の雌雄同体の成虫を用いた。mig-39 遺伝子を含むフォスミドクローン
WRM0623bC05(図 25A)を 10 ng/µl, myo-3::mCerryを 30 ng/µl ,pSBII KS (-)を 110 ng/µlと
なるように混合した溶液をインジェクションした。また lag-2p::mig-39 cDNAを 10 または
2 ng/µl, myo-3::mCerryを 30 ng/µlで混合し、pSBII KS (-)で合計の濃度が 150 ng/µlとなる
ように調整し、pie-1p::mig-39 cDNA プラスミドは終濃度が 2 ng/µl となるように myo-
3::mCerry 30 ng/µl と pSBII KS (-) 118 ng/µlと共にインジェクションした。mig-39のゲノ
ム配列を含む 17-kbの PCR 産物(図 25A)は mig-39 の開始コドンの 9,579b 上流から終止コ
ドンの 2,770b 下流を含む領域を野生株のゲノムからプライマーセット (5’-
GTGGGTAGGCACGATTTAAAGTGCCTGCC-3’ 及 び 5’-
CCAATAAAGTAAAGTGACAAAAGAAAAGCG-3’)で増幅し、さらに増幅した産物に対し内側
に位置するプライマーセット (5’-GGAGTCCGCATAGTATAGTTTTGCTAGC-3’ 及び  5’-
GAGCAACGAGTACGACAGCTGACGTGC-3’)で増幅し QIAquick® PCR Purification Kit 
(QIAGEN)を用いて精製した。その後 17-kb mig-39 genomic fragment を 2 ng/µl, myo-
3::mCerryを 30 ng/µl, pSBII KS (-)を 118 ng/µlの濃度でインジェクションした。 
 
14) MIG-39抗体の作製 
 MIG-39 の M303 から H407 を含む領域 ( 図  25B) をプライマーセット (5’-
CCGCTCGAGATGGATCTGAGCATGAAGAAG-3’ 及 び  5’-
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CGGGATCCCTAATGACTTGTCGAGTTCAC-3’)で増幅し、pET-19b ベクターに Xho I およ
び Bam HIサイトを用いてクローニングした(図 6)。His-MIG-39を大腸菌で発現させ、ウサ
ギを宿主として抗体を作製した。作製した抗体は抗原を用いてアフィニティ精製し、実験に
使用した。 
 
15) 免疫染色法 
 作製した抗体を用いて免疫染色法を行った。poly-L-lysineでコートされたスライドグラス 
(S7441; MATSUNAMI)上に Dako Pen (Dako)で枠を作り、M9 緩衝液中で注射針(Terumo 
23G×11/4)を用いて線虫を解剖し、生殖巣を取り出した。パラフィルムで軽く抑えた後、パラ
フィルムを除き、メタノール、アセトンの順で-20℃ 5分処理したのち、PBSで 10分間・2
回洗浄した。その後 3.8% Block Ace (DS Pharma Biomedical Co.,Ltd)で 1時間ブロッキング
し、MIG-39抗体を終濃度が 0.0115 mg/mlになるように 3.8% Block Ace を含む PBSで希
釈したものを滴下し 2 時間反応させた。PBS で 10 分間・2 回洗浄した後、2 次抗体として
Cy3 labeled anti-rabbit IgG (Life technologies) (1:500)と FITC labeled anti-mouse IgG (Life 
technologies) (1: 500)を、また同時に DAPI(0.001 mg/ml)を 3.8% Block Ace を含む PBS中
で作製し 40 分間反応させ、PBS で 10 分間・2 回洗浄した。封入剤には VECTASHIELD 
(Vector Laboratories)を用いた。whole mount freeze fractured samples は(Yamaguchi et al., 
1983)の方法に従って作製した。観察には共焦点レーザー顕微鏡（LSM 5 PASCAL, ZEISS）
を用いた。 
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図 4. L4440ベクターの模式図 
 
 
図 5. pGEM-T Easy Vector の模式図 
 
 
図 6. pET-19b ベクターの模式図 
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【結果】 
1) 単離した新規変異体の形態観察 
遠端細胞 DTC 特異的プロモーターである mig-24 プロモーターの下流で蛍光蛋白質であ
る Venus を発現させ、DTC を蛍光顕微鏡下で可視化した線虫株を EMS によって変異原処
理することによって、2 株の DTC が行き過ぎる変異体である tk102 及び tk107 変異体が得
られた (図 7B, C)。野生株では DTCが陰門の上部、体の中央で停止していたが(図 7A)、単
離した 2 株の変異体では DTC が体の中央で停止せず、頭・尾方向に大きく行き過ぎていた
(図 7B, C)。以降このような表現型を DTC overshoot と呼ぶ。これらの変異体では約 70%の
割合で表現型が見られ、両変異は野生型に対して劣性であった(図 8)。DTC overshootを定
量的に計測する為 DTCの位置を腹側で規則的に存在している DA・DB運動神経の細胞体(図 
9)を指標に計測した。両変異体で生殖巣先端の DTC で顕著な overshoot の表現型が見られ
た(図 10A, B)。また尾側でより顕著な異常が見られた(図 10B)。さらに tk107 変異体では
tk102 変異体よりも overshoot の度合いが強かった。 
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図 7. 野生型及び変異体の生殖巣及び DTC 
ノマルスキー及び蛍光顕微鏡の写真を重ね合わせた画像と、その模式図。頭側と尾側の生殖巣の外
周をそれぞれ黒と赤色の破線で示しており、矢印は陰門を示している。DTCは tkIs11[mig-
24p::venus]により可視化している。野生型の生殖巣先端の DTCは体の中央付近で停止しているが 
(A)、変異体では体の中央付近で停止せず頭部、尾部方向に行き過ぎている(B, C)。スケールバー：
20μm 
 
図 8. 変異の原因遺伝子の遺伝的優劣 
mig-39 変異体を野生株の雄と掛け合わせることで、ヘテロの個体を作製し表現型を観察した。本実
験により単離された 2つの変異は野生型に対して劣性であった。N.S.：有意差なし, **: P<0.01。 
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図 9. DA, DB運動神経の細胞体 
evIs82a[unc-129::gfp] を持つ野生株を蛍光ノマルスキー微分干渉顕微鏡で撮影。矢印は DTC、矢頭
は陰門を示している。また生殖巣を赤色と黄色の破線で示している。 
 
図 10．mig-39変異体の DTC overshootの割合 
DA, DB 運動神経を指標として DTCの位置を計測し、その割合をグラフで表した。DA2と DA3, 
DB4と DA4, DA4と DB5および DA6と DB7はそれぞれの間を 2等分している。また DA5と DB6
の間は 4等分した。オレンジ色で示した範囲を overshootとしてスコアした。(A) 頭側での DTCの
位置、(B) 尾側での DTCの位置。両変異体で野生株と比べ、尾側の DTCでより顕著な overshoot
が見られた。フィシャー正確検定の P値が 0.05より小さい場合に P値を示した。 
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2) DTC overshootの詳細観察 
 1. 体長の測定 
 変異体では生殖巣の長さは正常であるが、体長に異常があるために見掛け上 DTC 
overshoot となっている可能性を考慮し、実際に体の長さを計測した。頭側と尾側及び全長
を計測した結果、すべてにおいて野生株と変異体間に顕著な差はみられなかった(図 11)。こ
のことから DTC overshoot の原因は体調の異常ではないことが分かった。 
 
2. 生殖巣内の細胞数の計測 
DTC overshoot の原因として生殖細胞数が異常に増加することによる物理的な要因が考え
られたため、生殖巣を取り出し DAPI で染色することで有糸分裂中の生殖細胞を計測した。
生殖巣の細胞は先端に DTC が存在し、その後ろに有糸分裂領域が続いている。その後には
有糸分裂と減数分裂を行っている細胞が混在している移行領域が存在しており、移行領域に
続いて減数分裂領域が存在している(Sarah et al., 2006) (図 12A, B)。移行領域と減数分裂領
域の細胞は不規則に並んでおり計測が困難であるため、規則正しく細胞が並んでいる有糸分
裂領域の細胞の列を計測した。計測の際には共焦点レーザー顕微鏡（LSM 5 PASCAL, ZEISS）
を用いて Z軸方向に写真を撮り、生殖巣チューブの直径が最大となる焦点面の、生殖巣表層
部の細胞を指標に列数を数えた(図 12B)。その結果野生株と変異体株間で顕著な差は見られ
ず、DTC overshootの原因は有志分裂領域の生殖細胞数の増加によるものではないと分かっ
た(図 12C)。 
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図 11. 野生株及び各変異体の体長 
ノマルスキー微分干渉顕微鏡で撮影し、頭部 (前端から陰門)と尾部 (陰門から後端)及び全長に関し
て体長を測定したところ、野生株と変異体株間で顕著な差は見られなかった。 
 
 
図 12. 野生株及び変異体の生殖巣内の有糸分裂細胞列数 
生殖巣を取り出し染色し、細胞が規則的に並んでいる有糸分裂領域の細胞の列数を計測した。(A) 
DAPIで染色した生殖巣。矢印で示しているのは減数分裂を開始している細胞の核。 (B) 生殖巣最
外層細胞の列数を計測した。(C) 有糸分裂領域の細胞の列数を計測したところ、野生株と変異体株
間で顕著な差は見られなかった。N = 15。N.S.: 有意差なし。 
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 3. 生殖巣形成過程における DTCの挙動観察 
  次に生殖巣の形成過程に着目した。DTCの第 1および 2ターン時における陰門前駆細胞
(VPC)の数と配置を指標として観察を行った。VPCは発生の時期によってその分裂が制御
されており、DTCの第 1ターン時には 4つ、第 2ターン時には 4または 8つに分裂してい
る(図 13A)。そこで DTCの第 1及び第 2ターン時における陰門前駆細胞の数を指標として
観察を行った。その結果、DTCの第 1ターン(図 13B)及び第 2ターン時(図 13B)におい
て、野生株と変異体間で顕著な差は見られなかった。このことから 2回目のターン以降、
すなわち伸長の第 3フェーズにおける異常が DTC overshoot 異常の原因であることが分か
った。 
次に第 3フェーズにおける DTCの移動速度を計測した。unc-129::gfp が発現する DA、
DB運動神経の位置を指標として DTCの移動を継時的に計測した。DTCの第 2ターンから
の時間に対する DTCの位置を計測し、散布図を作成し、近似曲線を引くことで、DTCの
見かけ上の移動速度とした。その結果、頭側では顕著な差は見られなかったが(図 14A)、
尾側で顕著な差が見られた(図 14B)。tk102と tk107 変異体では初期の DTCの移動速度は
野生型と大きな差はなかったが、5時間後から徐々に差が開き始め野生型では約 15時間で
停止していたが、tk102 変異体で 16時間、tk107 変異体で 18時間まで移動を続けていた
(図 14B)。この結果から DTCの停止に向けた速度減少の割合が、野生型と比べて変異体の
DTCの方が小さいことが分かった。また tk102 変異体では 25時間後の DTCの位置は野生
型と同様になった。tk107 変異体では 25時間後にも野生型と差が見られた(図 14A, B)。 
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見かけ上 DTCが後退しているが、これは DTCの停止後に体が成長を続けるためと考えら
れる。 
 
 
図 13．DTC第 1および 2ターン時にける VPCの数 
(A) 野生型 DTCの各ターン時における陰門前駆細胞(VPC)の数と配置の模式図。DTCの第 1ター
ンは VPCが 4つの時に、第 2ターンは 4つまたは 8つに分裂した時に起こる。(B) DTCの第 1タ
ーン時における VPCが 4つまたは 8つの個体数。(C) DTCの第 1ターン時における VPCが 4つま
たは 8つの個体数。野生型と変異体間で顕著な差は見られなかった。 
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図 14. 第 3フェーズにおける DTCと DA,DB motor neurons との位置関係 
上図で示すように DAと DB運動神経の細胞体の位置を、陰門を 0として数値化し、DTCの位置
を継時的に数値として記録した。DA, DB 運動神経の細胞体の位置を縦軸に、DTC の 2 回目のター
ンからの時間を横軸にとって散布図を作成し、近似曲線を引いた。(A) 頭側 DTCの挙動。青色の点
が野生型、赤色が tk102または tk107変異体の各時間における DTCの位置を示している。(B) 尾側
DTCの挙動。青い矢印は野生株での頂点、赤い矢印は変異体での頂点を示している。野生型 DTCで
は 15時間経過した時点 (YA: 成虫期)で移動を停止していたが、tk102変異体では 16時間、tk107変
異 体 で は 1 8 時 間 ま で 移 動 を 続 け て い た 。             
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3) 原因遺伝子の同定 
 変異が何番染色体に存在するのかを同定するため STS マッピングをおこなった。マッピ
ングの結果、tk102 変異は RW7000 株のバンドパターンを示す割合が一番低かった III 番染
色体に存在する可能性が高いことが分かった(図 15A, C)。また tk107変異は III番または IV
番染色体に存在する可能性が高いことがわかった(図 15B, C)。さらに領域を絞り込むため
に SNP マッピングをおこなった。まず tk107 変異が III 番または IV 番染色体のいずれに存
在するのかを、染色体の中央付近に存在する SNP を用いて調べた(図 16)。その結果 IV 番
染色体では独立なすべての個体で CB4856 株由来の SNP に置換されていた(図 16A)。一方
III番染色体では独立なすべての個体で Bristol株由来の SNPであった(図 16B)。このことか
ら tk107変異も III番染色体に存在することが分かった。 
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図 15. STSマッピングによる染色体解析の結果 
(A) tk102変異体及び(B) tk107変異体の染色体マッピングでの電気泳動結果。数字は、RW7000と交
配したヘテロ株から独立に単離した DTC overshoot異常を示す変異ホモ個体。(C) tk102及び tk107
変異体の泳動結果から各染色体でバンドが見られた個体とその割合を示している。tk102変異体は III
番染色体で、tk107 変異体は III 及び IV 番染色体で RW7000 株由来のバンドの出現頻度が少なかっ
た。 
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図 16. SNPマッピングを用いた染色体の絞り込み 
図 4で示したように CB4856株と tk107変異体株掛け合わせ、ヘテロ株から DTC overshootを示し
た個体を独立に単離し、SNPが存在する領域の DNAを増幅し、制限酵素処理することによって染色
体が Bristol 株由来か CB4856 株由来かを判別した。(A) IV 番染色体中央付近(3.68mu)に存在する
SNPを用いて Bristol株由来か CB4856株由来かを判別したところ CB4856株由来であった。 (B) III
番染色体中央付近(-0.85mu)に存在する SNPを用いて Bristol株由来か CB4856株由来かを判別した
ところ野生株由来であり変異の原因遺伝子が III番染色体に存在することが分かった。 
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そこで III 番染色体上の複数の SNP を用いて、変異領域を SNP マッピングによって絞り
込んだ(図 17)。tk107変異体を用いたマッピングの結果、-0.26muと 0.16mu の間および、
0.88mu と 2.09mu の間で組み換えが起こっていることが分かった(図 17A, B)。このことか
ら tk107変異は少なくとも III番染色体の-0.26muから 2.09muの間の 1835kbに存在するこ
とが分かった(図 17C)。同様に tk102変異体を用いたマッピングの結果、-0.58muと-0.26mu
の間および、5.4muと 7.58muの間で組み換えが起こっており(図 17D, E)、tk102変異は少
なくとも III 番染色体の-0.58mu から 7.58mu の間の 3380kb に存在することが分かった(図 
17F)。 
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図 17. SNPマッピングを用いた変異箇所の絞り込み 
(A) tk107 変異体を用いた-0.26mu 及び 0.16mu における SNP マッピングの結果を示している。
0.16mu では野生株と同様のバンドパターンが見られたことから①～④の独立な個体で Bristol 株由
来の染色体を持つことが分かった。また-0.26mu では①～③においてヘテロのバンドパターンが見
られたことから①～③では-0.26 から 0.16mu の間で組み換えが起こっていることが分かる。(B) 
tk107変異体を用いた 0.88mu及び 2.09muにおける SNPマッピングの結果を示している。0.88mu
ではすべての個体で Bristol 型のパターンが見られたが、2.09mu ではヘテロパターンが見られたた
め 0.88 から 2.09mu の間で組み換えが起こっていることが分かる。(C) マッピングの結果から予想
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される tk107 変異が存在する領域。-0.262 から 2.09mu の 1853kb に限定することが出来た。(D) 
tk102変異体を用いた-0.58mu及び-0.26muにおけるSNPマッピングの結果を示している。-0.262mu
では Bristol型のパターンであったが、 -0.58muでは①でヘテロパターンが見られたため-0.26から-
0.58mu の間で組み換えが起こったことが分かる。(E) tk102 変異体を用いた 5.4mu 及び 7.85mu に
おける SNP マッピングの結果を示している。5.4mu ではすべてが Bristol 株由来のパターンを示し
たが、7.85muではヘテロパターンが見られたため 5.4から 7.85muの間で組み換えが起こったこと
が分かる。(F) マッピングの結果から予想される tk102 変異が存在する領域。-0.58 から 7.85mu の
3380kbに限定することが出来た。 
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次に deficiency strainを用いたマッピングによる領域の限定を行った(図 18, 19)。図 18A
で示した染色体の一部を欠損している nDf17 変異体と tk102 及び tk107 変異体を掛け合わ
せ DTC overshootが見られるかを観察したところ、tk102及び tk107変異体とのヘテロ個体
で DTC overshootが見られた(図 18B)。ことから、nDf17変異体の欠損部位に両変異が存在
することが分かった(図 18C)。さらに図 19A で示した nDf17 よりも欠損の小さい nDf20 変
異体を用いて同様の解析を行ったところ、やはりヘテロ個体で DTC overshoot が見られ (図 
19B)、nDf20変異体の欠損部位に両変異が存在することが分かった(図 19C)。また tk102変
異体に関しては nDf16 異体を用いて同様の解析を行ったところ、やはりヘテロ個体で DTC 
overshoot が見られ (図 19B)、nDf16変異体の欠損部位に tk102変異が存在することが分か
った(図 19C)。 
以上の結果と SNPマッピングの結果から、tk102 および tk107ではそれぞれ III番染色体上
の 853kbおよび 328kbの一部重複する領域に限定することができた。tk102 及び tk107変異
体に関して相補性テストを行ったところ、2つの変異は部分的に相補した (図 20)。 この観
察結果からは、これらが同一の遺伝子の変異であるのか、あるいは異なる遺伝子の変異であ
るのかは判断できない。 
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図 18. nDf17変異体を用いた deficiency マッピング 
(A) SNPマッピングによって絞り込んだ領域と nDF17変異との位置関係。丸印及び実線で表してい
るのは deficiency strainの欠損がデータベースにより報告されている位置を示しており、四角印及び
破線で示しているのはまだ欠損の確認が報告されていない領域を示している。(B) tk102 及び tk107
変異と nDF17変異とをヘテロで持つ個体での DTC overshoot異常の割合。どちらの変異体でも DTC 
overshoot異常が観測された。(C) マッピングによって絞り込むことが出来た領域。点線は変異が存
在する可能性がある領域。 
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図 19. nDf20 及び nDF16を用いた deficiency マッピング 
(A) SNP マッピングによって絞り込んだ領域と nDF20 及び nDF16 変異との位置関係。丸印及び実
線で表しているのは deficiency strain の欠損がデータベースにより報告されている位置を示してお
り、四角印及び破線で示しているのはまだ欠損の確認が報告されていない領域を示している。(B) 
tk102及び tk107変異と nDF20変異とをヘテロで持つ個体及び tk102変異と nDF16変異とをヘテロ
で持つ個体でのDTC overshoot異常の割合。どちらの変異体でもDTC overshoot異常が観測された。
(C) マッピングによって絞り込むことが出来た領域。点線は変異が存在する可能性がある領域。tk102
変異は-0.58 ~ -0.19 muの範囲(853kb)に tk107変異は-0.26 ~ -0.07 muの範囲(328kb)の一部重複す
る領域に限定することが出来た。 
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図 20. 相補性テストの結果 
tk102変異体と tk107変異体との相補性テストの結果を示した。ヘテロ接合体では野生型に比べ
overshootする個体の割合が優位に増加していた。**; P<0.01。 
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次世代シーケンス解析を行い、絞り込んだ領域における変異の候補を選別した(表 3)。こ
れらの候補のうちエキソン部位に変異が存在し、アミノ酸の変化が見られたものを選別した
結果、tk102の候補遺伝子は egl-5と F42H10.5 の 2つ、tk107の候補遺伝子は F42H10.5の
みであった。tk102 及び tk107 の候補遺伝子に関して RNAi を行った個体及び変異体での
DTC overshoot の割合を計測したところ、egl-5 変異体でも弱い overshoot が見られたが、
F42H10.5 の RNAiでは overshootする個体が顕著に増加した (図 21)。そこで F42H10.5を
含む Fosmid clone WRM0623bC05 を tk107および tk102変異体に導入したところ、いずれ
の場合にも DTC overshoot を完全に回復した(図 22、図 25A)。WRM0623bC05 の両端には
F42H10.6 や rpn-3, mrpl-32が存在しているが(図 25A)、これらの PCR断片を変異体に導入
したが DTC overshootを回復することはできなかった。以上の結果から、F42H10.5 が tk102
および tk107 変異の原因遺伝子であると結論し、本遺伝子を mig-39 と命名した。また mig-
39 の開始コドンから 9,579kb、終止コドンから 2,770kb を含む 17-kb 領域を PCR 増幅し、
変異体に導入したところ尾側の DTC overshoot は回復したが、頭側は増強した(図 22、図 
25A)。この結果は正常なmig-39発現に17-kb領域では十分ではなかったためと考えられる。 
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表 3. 変異体の候補遺伝子 
tk102 
 
 
tk107 
黄色はエキソン部位に変異が入っていた候補を、青色はイントロン部位に変異が入った候補を示し
ている。また"non"は線虫のデータベース(http://www.wormbase.org/)上に予想された遺伝子がない
部位に変異が入っていたものを示している。 
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図 21. 候補遺伝子の RNAiと変異体の DTC overshootの割合 
成虫個体の生殖巣の DTC overshootを計測した。F42H10.5の RNAiでは DTC overshootが見られ
る個体数が顕著に増加した。*; 0.01< P < 0.05, **; P < 0.01。 
 
 
図 22. レスキュー実験 
図 10. と同様の方法でグラフを作成した。WRM0623bC05 (F42H10.5を含む Fosmid clone)をマイ
クロインジェクション法により導入したところ DTC  overshoot が有意に回復した。また 17-kb 
fragment (mig-39の開始コドンから9579kb、終止コドンから2770kbを含む領域)を導入したところ、
尾側の異常を回復したが、頭側の異常は増強した。フィシャー正確検定の P値が 0.05より小さい場
合に P値を示した。 
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 ショウジョウバエの Cactin の線虫ホモログ cacn-1 のノックダウンによって DTC 
overshoot が引き起こされることが報告されている(Tannoury et al., 2010)。そこで MIG-39
と CACN-1との遺伝的相互作用を調べた。cacn-1 RNAiによって尾側で弱い overshoot表現
型が見られ、さらに mig-39(tk107)に cacn-1 RNAiを行ったところ頭・尾側で DTC overshoot
の顕著な増強が見られた(図 23)。このことから cacn-1 は mig-39 とは別の経路で働くこと
が分かった。 
ホモロジー検索を行ったところ、MIG-39 は BED (Boundary element–associated factor 
and DNA replication–related element binding factor)-finger ドメインと呼ばれる Zinc-finger 
DNA結合ドメインを含む蛋白質である哺乳類の ZBED4(Aravind, 2000)と一部ホモロジーが
あり、二量体形成ドメインと考えられる hATC (hobo, Activator and Tam3 carboxyl-terminal) 
ドメインとも相同性があった(Yamashita et al., 2007)(図 24)。また tk102 及び tk107変異は
ミスセンス(E231K)及びナンセンス変異(Q271Stop)であった(図 25B)。 
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図 23. cacn-1のノックダウン実験 
図 10. と同様の方法でグラフを作成した。cacn-1のノックダウンでは尾側で弱い DTC overshoot異
常が見られた。また mig-39(tk107)での cacn-1の RNAiノックダウンは両側の異常を増強した。フィ
シャー正確検定の P値が 0.05より小さい場合に P値を示した。N.S. not significant。 
 
図 24. F42H10.5とホモロジーを持つ ZBED4のアミノ酸配列の比較 
MIG-39と ZBED4間のアミノ酸配列の比較。ZBED4は Canis lupus familiaris (dog)の配列。同一の
アミノ酸はそれぞれのアミノ酸で、性質の似ているアミノ酸は＋で表している。hATCドメインは
下線で示している。 
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図 25. mig-39遺伝子の構造と予想される MIG-39蛋白質 
(A) mig-39とインジェクションレスキュー実験に用いた Fosmid clone及び 17-kb fragmentの位置
関係。 (B) MIG-39と他の BED-finger蛋白質のドメイン構造。ヒト ZBED4とショウジョウバエの
DREFにおける BED及び hATCドメインの位置を示している。tk102、tk107変異体での変異箇所
をそれぞれ矢印で示している (tk102: E231K, tk107: Q271stop)。また anti-MIG-39で示した位置
(M303から H470)を抗原ペプチドとして MIG-39抗体を作製した。 
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4) MIG-39の局在解析 
MIG-39の特異的抗体を(図 25B)で示した領域を標的として作製し、MIG-39の局在を免疫
組織染色法を用いて解析したところ、生殖巣先端の DTC の核および生殖細胞の細胞質で局
在が観察された(図 26A, B)。また tk102変異体では一部染色が見られたが、tk107変異体で
染色が見られなかったことから、tk107 変異体は機能完全欠損変異体であると考えられ、抗
体は MIG-39蛋白質を特異的に認識していることが分かった。MIG-39の DTC核内での分布
を調べるために、UNC-84::GFP を発現している線虫株を用いて GFP抗体と MIG-39抗体で
の共染色を行った。UNC-84 は SUN 蛋白質の線虫ホモログで核内膜に発現する(Malone et 
al., 1999)。その結果 MIG-39 は DTC の核内、クロマチン辺縁部に局在することが分かった
(図 26C)。さらにこの局在の割合は L3 から上がり始め成虫期である YA 期から 2 日後に当
たる、LA には減少していた(図 26D)。MIG-39 が DTC と生殖細胞の細胞質に局在していた
ため、DTCと生殖細胞で特異的に発現するプロモーターの下流で mig-39 cDNAを発現させ
たコンストラクトを用いてレスキュー実験を行った。DTC特異的プロモーターである lag-2
プロモーターの下流でmig-39 cDNAを発現させたmig-39(tk107)変異体では尾側の異常を抑
制したが、頭側の異常は 17-kbフラグメントを導入させた時と同様に増強される結果を示し
た(図 27,22)。このことからDTCでのMIG-39の発現は尾側のDTC停止には十分であるが、
頭側の停止には十分ではないことが分かった。このことは頭と尾側の DTC で MIG-39 の過
剰生産に対する応答性が異なる可能性を示している。事実、野生型で lag-2p::mig-39cDNAを
発現させたところ頭側の DTC が overshoot した。また生殖細胞特異的プロモーターである
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pie-1プロモーターの下流で mig-39 cDNAを発現させたところ、両側で DTC overshootを増
強した(図 27)。このことから生殖細胞での mig-39 の発現は mig-39 変異体の異常を回復す
ることができないことが分かった。 
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図 26. MIG-39抗体による免疫染色 
(A) Whole mount freez fractured標本の免疫染色写真。FITCが MIG-39を、DAPIが DNAを示して
いる。野生型では生殖細胞の細胞質で MIG-39の局在が見られたが、mig-39(tk107)変異体では見ら
れなかった。スケールバー：10μm。(B) 切り出した野生型とmig-39変異体の生殖巣の免疫染色写
真。Cy3がMIG-39を、DAPIが DNAを示している。野生型では DTCの核および生殖細胞の細胞
質で MIG-39の局在が見られた。mig-39(tk107)では局在が見られなかったが、mig-39(tk102)では生
殖細胞の細胞質での局在が見られた。矢印は生殖細胞の細胞質、矢頭は DTCの核を示している。
スケールバー：10μm。(C) DTCの核の拡大写真。Cy3が MIG-39を、GFPが UNC-84、DAPIが
DNAを示している。MIG-39は DTCの核内に局在していることが分かった。スケールバー：
10μm。(D) L4 (4齢幼虫), YA (young adult: 成虫), LA (2-day adult: 成虫期から 2日後)期における核
での MIG-39局在割合。 
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図 27. 組織特異的プロモーターを用いたレスキュー実験 
mig-39 (tk107); Ex[lag-2p::mig-39cDNA (10)]は lag-2p::mig-39cDNAを終濃度 10 ng/µlでmig-39 
(tk107)変異体に導入した株、WT; Ex[lag-2p::mig-39cDNA (2)]は lag-2p::mig-39cDNAを終濃度 2 
ng/µlで野生株に導入した株、mig-39 (tk107); Ex[pie-1p::mig-39cDNA (2)]は pie-1p::mig-39cDNAを
終濃度 2 ng/µlでmig-39 (tk107)変異体に導入した株。lag-2p::mig-39cDNA を mig-39変異体に導入
したところ頭側の異常を増強し、尾側の異常を抑制した。野生株に lag-2p::mig-39cDNA を導入し
たところ頭側で増強が見られた。pie-1p::mig-39cDNA を mig-39変異体に導入したところ頭・尾側
の両方で異常を増強した。フィシャー正確検定の P値が 0.05より小さい場合に P値を示した。
N.S. not significant。 
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5) 低分子量 G蛋白質関連遺伝子との遺伝的相互作用 
Rac GTPaseはアクチン細胞骨格を制御することで細胞移動や神経軸索伸長に関与して
いる因子である(Burridge and Wennerberg, 2004)。軸索の伸長や細胞移動は、線虫 C. 
elegansの 3つの Rac蛋白質である CED-2、MIG-2、RAC-2がリダンダントに働くことで
促進され、これらの Rac蛋白質は、UNC-73/GEFによって活性化されている(Lundquist et 
al., 2001)。また 3つの Rac蛋白質の内 CED-10と MIG-2が DTC移動に関与することが報
告されている(Cabello et al., 2010; Lundquist et al., 2001; Peters et al., 2013; Reddien and 
Horvitz, 2000)。特に MIG-2は CACN-1と相互作用することで DTCの移動停止に関与する
との報告がある(Tannoury et al., 2010)。RAC-2に関しては DTC移動への関与は報告され
ていない。そこで Rac GTPase とその GEF(GTP exchange factor)の一つである UNC-
73(Wu et al., 2002)の DTC移動停止における機能を調べた。本実験では null変異体の rac-
2 (ok326)と mig-2 (mu28)および機能減少型変異体の ced-10 (n1993)と unc-73 (e936)を用
いた。ced-10 (n1993)と mig-2 (mu28)の単独変異では DTC overshootは見られなかった
が、rac-2 (ok326)の頭側と unc-73 (e936)の両側 DTCで overshootが見られた。ced-10 
(n1993); mig-39 (tk107)および rac-2 (ok326); mig-39 (tk107)では mig-39 (tk107)の尾側の異
常を抑制した反面、頭側の異常を増強した。mig-2 (mu28); mig-39 (tk107)では mig-39 
(tk107)の両側の異常を抑制し、unc-73 (e936); mig-39 (tk107)では mig-39 (tk107)の頭側の
異常には影響がなかったが、尾側の異常は強く増強した(図 28A, B)。3つの Rac遺伝子は
様々な細胞の移動や神経軸索の伸長においてリダンダントに働くので(Kishore and 
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Sundaram, 2002; Shakir et al., 2006; Wu et al., 2002)、RNAiを用いてダブルノックダウン
実験を行った。rac-2 RNAiを ced-10 (n1993); mig-39 (tk107)および mig-2 (mu28), mig-39 
(tk107)に行ったところ、mig-39 (tk107)の両側の overshoot異常を抑制し、mig-2 RNAiを
ced-10 (n1993); mig-39 (tk107)に行ったところ mig-39 (tk107)の尾側の overshoot異常を抑
制した(図 28A)。以上の結果より DTC停止における Rac活性の要求度は頭側と尾側の
DTCで異なることが分かった。 
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図 28. 低分子量 G蛋白質をコードする遺伝子と mig-39との遺伝的相互作用 
mig-39変異体と Racまたは GEFの変異体との遺伝的相互作用。(A) 図 10. と同様の方法でグラフ
を作成した。 (B) 陰門から DTCまでの距離を計測し、生殖巣の何割に当たるかをグラフとして表
している。陰門から生殖巣の端までの位置を 10等分し、生殖巣長の 3割に当たる地点を超えた場
合（オレンジ色で示した領域）を overshootとしてカウントしている。フィシャー正確検定の P値
が 0.05より小さい場合に P値を示した。N.S. not significant。 
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【考察】 
1) DTC overshoot表現型の割合について 
tk102 及び tk107 変異体ではそれぞれ高い DTC overshoot の割合を示したが、どちらの変
異体でも 100%ではなかった。この原因として DTC の停止に関係する経路が複数ある可能
性が考えられる。 
また野生株と比べても変異体株の体長には顕著な差が見られなかったことから、DTC 
overshoot の原因は体長の異常ではないと考えられる。また有糸分裂している生殖細胞の列
数にも差がなかったことから、生殖細胞の増殖異常によって overshoot が引き起こされてい
るわけでもないと考えられる。さらに DTC移動の各フェーズでの詳細な観察から、DTCの
overshoot は DTC の第 2 ターン以降、すなわち移動の第 3 フェーズに原因があることが分
かった。tk102 及び tk107 変異体では、第 3 フェーズにおいて DTC 移動速度の減少の割合
が野生型に比べ低いため、正常な位置で停止することができずに行き過ぎてしまうと考えら
れる。また野生株や変異体では成虫になったあと DTCの位置が後退していた。これは DTC
の移動が停止した後も体は成長を続ける為に、DTC が見掛け上後退したのではないかと考
えられる。また tk107 変異体では DTC の第 2 ターンから 25 時間後でも DTC の顕著な
overshoot が見られたことは、tk107変異体において DTCの減速率が野生型に比べて大きく
低下ためと考えられる。いずれの変異体でも最終的には DTCが停止することから、DTCの
停止機構には 2 段階の制御、すなわち DTC を減速させる機構と DTC を完全に停止させる
機構が存在しており、mig-39変異体では前者のみに異常があるのかも知れない。 
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2) MIG-39は DTCの移動停止に必要な蛋白質である 
本実験では DTCの正常な減速に必要である mig-39遺伝子の同定に成功した。すでに DTC
の停止に関連する 2 つの遺伝子 cacn-1 と ccdc-55 が報告されている。CACN-1 はショウジ
ョウバエの Cactin のホモログである。Cactin は胚の前後軸極性の形成に必要であることが
知られている(Tannoury et al., 2010)。最近、CACN-1は C. elegansの splicesomeのコンポ
ーネントの１つであることが示された(Doherty et al., 2014)。CCDC-55は真核生物において
広く保存された coiled-coilドメイン蛋白質である(Kovacevic et al., 2012)。これらの遺伝子
の欠損変異では胚性致死となるが、RNAi ノックダウンでは DTC overshoot を示す
(Kovacevic et al., 2012; Tannoury et al., 2010)。すなわちこれらの遺伝子は DTCの停止と胚
発生の両方に必要である。一方 mig-39 は null 変異体である tk107変異体で DTC overshoot
の表現型しか示さないことから、DTCの停止に特異的に働く遺伝子であると言える。本実験
で独立に単離できたのが 2 株の変異体だけであり、どちらも mig-39 のアリルであったこと
から DTCの停止に特異的に関与する遺伝子は少ないことが予想される。 
 
3) MIG-39の発現と機能 
BED-finger ドメインを持つ蛋白質はクロマチン構造制御、DNA の複製や転写に関与する
DNA結合蛋白質で、進化的に保存されている(Aravind, 2000)。BEAFは当初ショウジョウバ
エ多糸染色体で、バンドとバンドの間やパフ領域に局在する蛋白質として同定された(Zhao 
et al., 1995)。BEAFは主に遺伝子のプロモーター付近に局在するインスレーター蛋白質で、
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細胞周期、染色体分離や細胞極性を制御する遺伝子の発現をコントロールする(Emberly et 
al., 2008; Gurudatta et al., 2012)。ショウジョウバエの DREF (Hirose et al., 1996)は TATA 
box-binding protein (TBP)-related factor 2 (TRF2)と共に複数のサブユニットから成る蛋白質
複合体を構成し(Hochheimer et al., 2002)、PCNA, DNAポリメラーゼ α, Cyclin A, D-rafや
Wartsなどの S期関連遺伝子の転写因子として働く(Fujiwara et al., 2012; Hirose et al., 1993; 
Ohno et al., 1996; Ryu et al., 1997)。DREFは BEAFの作用と拮抗することで細胞増殖に関
与することが示されている(Emberly et al., 2008; Hart et al., 1999)。DREFのヒトホモログ
も細胞増殖やヒルトン H1とリボソーム関連遺伝子の発現に関与する(Ohshima et al., 2003; 
Yamashita et al., 2007)。 
本研究は BED-finger 蛋白質が細胞移動、特に移動している細胞の停止に関与することを
初めて明らかにした。また MIG-39 が DTC の核に局在する一方、生殖細胞の細胞質に局在
することも明らかにした。MIG-39は少なくとも尾側の DTCの停止において細胞自律的に働
いているが、生殖細胞での機能は不明である。ショウジョウバエの DREFは初期胚で核と細
胞質で発現している(Hirose et al., 1993)。ヒトの ZBED4は網膜錐体視細胞の核と椎弓根と
内側領域の細胞質の両方に局在しており、またミューラーグリア細胞の脳血管に接続する
endfeet でも発現することが報告されているが(Saghizadeh et al., 2009)、細胞質で発現した
際のこれらの蛋白質の機能は分かっていない。 
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4) DTC移動停止における MIG-39と Racの機能 
Rac遺伝子の変異体のなかで rac-2と ced-10変異体のみが頭側のDTC overshootを示し、
null変異体であるmig-39 (tk107)と組み合わせるとmig-39変異体の頭側の overshootを増強
した。このことから rac-2と ced-10は mig-39とはパラレルに働くことが示唆された。mig-
2変異がmig-39変異体の頭側と尾側の両方の overshoot を抑制したことから、mig-2が mig-
39 とパラレルに働くのか mig-39 の下流で働くのかは不明ではあるが、DTC 移動における
Rac 遺伝子間の機能的重複性を考慮すると、mig-2 も mig-39 とパラレルに働く可能性が考
えられる。mig-2::gfp の DTC での発現が mig-39 のノックダウンでもコントロール RNAi で
も変化しなかった観察結果(data not shown)より、mig-2は MIG-39の下流の転写ターゲット
ではないと考えられる。Racの単独変異体では、rac-2と ced-10が頭側の DTC overshootを
示しただけだったが、すべての Rac遺伝子の変異体が mig-39変異体の overshoot表現型を
抑制または増強したことから、mig-39変異が存在する状況下で Racの DTC移動停止に関わ
る機能が顕在化する可能性が考えられる。 
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図 29. 各変異体における推定上の Rac活性と DTC overshoot表現型との関連性モデル 
各変異体における推定上の Rac活性をグラフで示している。mig-39変異体の overshoot表現型を増
強すると考えられる Rac活性域をピンクで、抑制すると考えられる Rac活性域を青色で示しており、
頭側を(A)に、尾側を(B)に示している。実際の観察結果を E, enhancement; S, suppression; NS, not 
significantで示した。 
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mig-39 変異のバックグラウンドで見られた Rac の機能を解釈するため、以下の 3 つの仮
定を立てた。①3 つの Rac が DTC の停止において重複して働く、②DTC の停止における
mig-2 の役割は ced-10 や rac-2 よりも大きい、③Rac 活性の総量は unc-73 変異によって最
も減少する。この 3つの仮定に基づいてそれぞれの変異体での Rac活性のレベルを推測し、
図 29 に示した。この仮定が正しいとすると、頭側の DTC では Rac 活性がある一定のレベ
ル（ピンク色の領域）まで減少すると DTC overshoot を促進し、そのため mig-39変異体の
表現型が増強され、ここからさらに減少する（青色の領域）と DTC の停止を促進し、その
ため mig-39変異体の表現型を抑制すると考えられる(図 26A)。一方、尾側の DTCは頭側と
は逆の応答性を示すのかも知れない。すなわち Rac活性がある一定のレベル（青色の領域）
まで減少すると DTC 停止を促進し、さらに減少する（ピンク色の領域）と DTC overshoot
を促進すると考えられる(図 29B)。このモデルに基づくと、本研究での観察結果のほとんど
を説明できる。実際の観察結果を mig-39 (tk107)変異体の overshoot 表現型に対して、E 
(enhancement)、S (suppression)、NS (not significant)として図中に示した。NSとなった観
察結果についても、以下の理由から弱い DTC overshoot 抑制が見られたと判断できる。ced-
10 (n1993); mig-39 (tk107)に対する mig-2 RNAiによる頭側の DTCの overshootは mig-39 
(tk107)と比べて、表現型を有意に抑制していなかったが、ced-10 (n1993); mig-39 (tk107)の
異常を有意に抑制していた(図 28A)。unc-73 (e936); mig-39 (tk107)の頭側の DTC overshoot
は mig-39 (tk107)と比べて有意に抑制されていなかったが、DTCが陰門まで到達できず、早
い段階で停止する表現型は増強されていた(mig-39 (tk107)では 3%であったが unc-73 
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(e936); mig-39 (tk107)では 17%と高くなっていた: (図 28B; ＜-0.1の値))。 
 当研究室では頭側と尾側 DTC が逆の応答をする場合があることをすでに報告している。
sqv-5/chondroitin synthase や  mig-22/chondroitin polymerizing factor の変異体と unc-
6/netrin やそのレセプターである unc-5や unc-40との二重変異体がその例である( Suzuki et 
al., 2006)。unc-6, unc-5や unc-40変異は sqv-5と mig-22変異体の尾側 DTCにおける背側
への移動異常を増強するとともに、頭側の DTC の異常を抑制する。この結果より、UNC-
6/netrin ガイダンスシグナルは双方向性で反発性と誘引性のバランスが、DTCの移動方向を
決定するとのモデルを提唱した(Suzuki et al., 2006)。頭側と尾側の DTCでは、UNC-6シグ
ナルのレベルに対する応答性の閾値が異なると考えられる。DTCの第 3フェーズの移動も、
Rac GTPase によって発生する双方向性の活性のバランスによって制御されており、その活
性のバランスが釣り合った時に DTC の移動が停止するのかも知れない。第 3 フェーズの移
動では 2 つの DTC は逆の方向に移動するので、Rac 活性のレベルに対する逆の応答性を持
つ可能性も考えられる。面白いことに、雄の ray 1前駆細胞の位置は、正常には Semaphorin-
1 と Plexin-1 による誘引性のシグナルで決定されるが、変異により Rac 活性が減少した場
合には反発性になることが報告されている(Dalpé et al., 2004)。mig-39変異体では頭側より
尾側の DTCで overshoot 表現型が強く、また mig-39変異体において MIG-39の過剰生産に
より尾側の異常が抑制され、頭側の異常が増強されることから、MIG-39 活性に対しても両
DTCが異なる閾値も持っている可能性がある。 
 DTC 移動の機構を考える際には、同じ U 字型の生殖巣を形成する頭側と尾側の DTC が、
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異なる領域を移動することを考慮におくことが必要である。第 3フェーズの移動では頭側の
DTCは尾に向かって、尾側の DTCは頭に向かって背側の体壁筋に沿って移動する。分泌型
のシグナル分子の中には前後軸沿って濃度勾配を形成しているものが知られている。例えば
EGL-20/Wntは尾側の筋肉と上皮細胞で発現し、分泌されることで尾から頭側にかけて濃度
勾配を形成する(Coudreuse et al., 2006)。したがって 2つの DTCがこのようなシグナル分
子の逆の濃度勾配を感知している可能性がある。事実、私は分泌型シグナル分子である lin-
44/Wnt や膜型シグナル分子である semaphorin 受容体 plx-1, plx-2、ephrin 遺伝子の変異体
では頭側と尾側で異なる overshoot表現型を示すことを見出している(図 30)。これらの分泌
型あるいは膜型のシグナル分子が MIG-39の発現レベルや活性、局在に影響を及ぼしている
可能性が考えられる。 
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図 30. 細胞移動やガイダンスに関わる変異体における overshootの割合 
Wnt, Semaphorinや Ephrinをコードする遺伝子の各変異体における DTC overshoot表現型を示す割
合。Wnt pathway のシグナル分子は lin-44, cwn-1 及び cwn-2。Wnt pathway の受容体は mig-1 
(Frizzied-like receptor), lin-18 (Tyroshine kinase-related receptor), mom-5 (Frizzied family receptor)及
び cam-1 (Tyroshine kinase receptor)。 Semaphorin pathwayのシグナル分子はmab-20及び smp-1
で、Semaphorin pathwayの受容体は plx-1, plx-2 (Plexin)。Ephrin pathwayのシグナル分子は efn-2
及び efn-4。Ephrin pathway の受容体は vab-1,及び vab-2。各変異体によって前後の DTCで異常が
見られる側に偏りがある。 
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